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論文の内容の要旨
(目的)
ゲンタマイシン (GM) は世界中で広く使用されているアミノグリコシド系抗生物質であるが、内耳有毛
細胞に障害を与え、難聴や平衡障害をきたすことが知られている。 GMに誘導される有毛細胞死について、
活性酸素や c-Jun・礼terminalkinase UNK) などの因子が関係してアポトーシスの誘導が起こることが近年報
告されている。
17beta-Estradiol (E2) は性腺、副腎、中枢神経系で生合成されるステロイドホルモンで、神経系での保護
効果、心血管系、腎、肝での虚血撞害に対する保護効果が報告されている。内耳に関しては、 E2による性
差や音響障害に対する保護効果が報告されている。今回、蛸牛器官培養を用いて GM耳毒性に対する E2の
保護効果を調べ、この効果にJNlく経路やアポトーシスが関与しているかについて検討した。
(対象と方法)
3~5日齢Sprague-Dawleyラットの鍋牛基底回転を採取し、各濃度の E2を含む培養液で、終自培養後 GM
を48時間負荷した。実験に先立ち GM負荷濃度を決定するため、 35-200flM各濃度の GMを48持間負荷し
外有毛細胞消失を調べ、約 70%の外有毛細胞消失を認めた濃度である 100f.1Mを負荷濃度と決定した。
E2はethanolで溶解し培養液の最終濃度を 1・1000凶4とした(各れこ13)。頂回転での作用も E2100凶4投
与群と GM単独負荷群で検討を加えた(各nニ8)。培養題定後phalloidin液で染色し、蛍光顕微鏡下で不動毛
及びクチクラ板の消失をもって有毛細胞消失と判定した。 10個の内有毛細胞に対応する 30個の外有毛細胞
を計測し、 3視野での外有毛細胞消失率の平均値を求めた。
外有毛細胞のアポトーシスを同定するために、 transferase-mediatedbiotinylated UTP nick-end labeling 
(TUNEL)法を用いた。 GM単独負荷群と E21∞品4投与群を TUNEL法と phalloidinで二重染色を行い、 30
偲の外有毛細胞領域における標識細胞数を計測し標識率を求めた(各 n=8)。また、活性化JNK抗体を用い
て活性化JNlくを標識し phalloidinと二重染色を行い、同様に標識率を求めた(各 n=8)。
687 
JNK経路との関連性を検討するため、 JNKI迫害薬である SP600125を用いた。 dimethylsulfoxideで溶解し、
培養液の最終濃度を 0.01-10μMとした。 GM負荷後固定し Phalloidin染色し、外有毛細胞消失率を求めた(各
nニ8)。加えて SP600125(l0凶1) とE2(100凶1) を同時に投与した群の GM耳毒性に対する効果を
SP600125群並びに E2群と比較検討した(各nニ8)。
全てのデータはStatViev/5.0を用いて unpairedt-testあるいは、 Bonferroni法による分散分析により統計学
的に検討した。
(結果)
コントロールとして、 E2やSP600125並びに各溶媒の有毛細胞への影響を調べたが、これら薬郁自体によ
る影響は認めなかった。
E2投与によってGMに誘導される外有毛細胞醸害は軽減し、外有毛細胞消失率は有意に低下した(p<O.Ol)0 
1 nMから 100凶4の間では濃度依存的に外有毛細胞保護効果を認めた (p<O.Ol)0 頂回転では基底回転とは
異なり、 GM単独負荷群と E2100凶4投与群との間で外有毛細胞消失率に有意差を認めなかった (p二0.16)。
GM単独負荷群ではF泣く活性化が観察された。 E2投与群では活性化JNK標識率がGM単独投与群と比較
して有意に低下した (p<O.Ol)。
P任〈組害薬である SP6oo125投与群では、外有毛細胞消失率がGM単独負荷群と比較して有意に低下した
(p<0.05) 0 SP6OO125 10μM十 E2100 nM投与群と E2100凶4投与群との間では外有毛細胞消失率に有意差を
認めなかった (pニ0.58)。このことから GM耳毒性に対する E2の保護効果はJNK経路の活性化と関連する
ことが示唆された。
TUNEL染色により、 GM単独負荷群でのアポトーシス細胞が標識された。これと比較し E2投与群では標
識率が有意に低下したことから (p<O.Ol)、E2投与によって GM負荷による外有毛細胞アポトーシスが阻害
されることが示唆されたっ
(考察)
今回の結果で、 E2はGMに誘導される基底回転の有毛細胞樟害に対し保護効果を有することが明らかに
なった。 TUNEL法の結果から E2が外有毛細胞のアポトーシスをi塩害することによって保護効果を示すこ
とが示唆された。腕牛頂沼転では保護効果を認めなかったことから、自i号牛内でE2の作用に勾配がある、あ
るいは GM曝露による影響に勾配があることが考えられた。また今回の結果から、 GM負荷による外有毛細
胞障害にJN1く経路の活性化が関与し、 E2は活性化の阻害に働いて保護効果を示すことが示唆された。本実
験による E2の作用解明は、自j号牛機能の性差や各種蛸牛障害に対する有毛細胞保護効果の機序解明に役立つ
一歩となると考える。
審査の結果の要旨
ニューロステロイドである 17beta-Estradiolの内耳有毛細胞に対する影響を、踊牛器官培養を用いて検討ー
した研究である。 17beta-Estradiol投与によってゲンタマイシンに誘導される外有毛細胞障害は軽減し、外有
毛細胞消失率が有意に低下することが明らかとなった。すなわち、 17beta得Estradiolはゲンタマイシンにより
誘導される基底回転の有毛細胞障害に対し保護効果を有し、またこの保護効果はc-Jun-N-terminalkinase経路
に関与するアポトーシスを阻害することによる可能性も示された。興味深い知見を得ており、充分評価でき
る優れた研究である。
よって、著者は博士(医学)の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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